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Imunoanalytické metody

Vizualizace reakce antigen-protilatka pomoci znacky

Rozdéleni metod dle typu znacky: Rozdéleni metod dle usporadani:

oEIA — znackou je enzym oHomogenni — bez promyvani

oRIA - radioizotop
oLIA - luminofor oHeterogenni — s promyvanim

. e, e s
oFIA - fluorofor ") oKompetitivni
@ oNekompetitivni

- You\ are the suvstate to my enljme
and nothing could ever. denature us.




Imunoanalytické metody

Heterogenni kompetitivni:
o Analyt ze vzorku + znaceny analyt od vyrobce — soutéz o omezené mnozstvi antigenu

o Méreny signal je neprimo umérny mnozstvi analytu

Heterogenni nekompetitivni:
o Detekéni protildtka / antigen v nadbytku —analyt ze vzorku vyvazan
o Méreny signal je primo umeérny mnozstvi analytu

Substrate
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Substrate Product
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ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

2

oHeterogenni imunoanalyza — nutna separace nezreagovanych slozek pomoci promyvani

o Zahrnuje jednotlivé kroky
o Vazba antigenu / protilatky na pevnou fazi (sténa desticky)
o Na navazany Ag se vaze zkoumana protilatka z pridaného séra
o Na navazany komplex se vaze sekundarni protilatka s konjugovanym enzymem

o Pro vizualizaci se do reakce prida substrat pro dany enzym - enzymaticka premena substratu na barevny
produkt — méreni na spektrofotometru

o Pouzivané enzymy:
o Krenova peroxidaza (tetrametylbenzidin = tetrametylbenzimidin = 450 nm)
o Alkalicka fosfataza (p-nitrofenylfosfat = nitrofenol - 405 nm)

o Mezi vyse uvedenymi jednotlivymi kroky je vzdy tzv. promyvani, pri kterém se nadbytek reaktantu odstrani
pridavkem pufru do jamky, ktery je pak také z jamky odstranén — separace nezreagovanych slozek

oVysoka citlivost — pg/ml




Kautovani ELISA desky

olmobilizace Ag nebo Ab na plastovy povrch desky
1.  Povrchova aktivace desky

° vazba NH, nebo COOH skupin — tvorba kovalentnich vazeb s protilatkou nebo antigenem
° Vhodné pro stanoveni malych molekul — napf. peptidy
2. Pasivni adsorpce
° Hydrofobni interakce mezi nepolarnimi strukturami proteinu a plastovym povrchem desky
° Protein uréeny k adsorpci je rozpustén v alkalickém kautovacim pufru (pH 9,5) — naleptava plastovy povrch a usnadnuje

adsorpci Ag nebo Ab

\ Mon-specific binding |
o Blokovani desky / \
o  Ponavazani Ab/Ag zlistava ¢ast plastového povrchu

volnd. Aby bylo zabranéno nespecifickym vazbam, je - A A & 4

nutno tato mista zablokovat inertni bilkovinou BSA
— bovinni sérovy albumin

Plate well Without blocking With blocking




Vlastni prubeh ELISY
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4. Pridani substratu

Za kazdym krokem nasleduje tzv. promyvaci krok, kde se obsah jamky odsaje, do jamky se prida nejcastéji
fosfatovy pufr a nasledné se obsah jamky odsaje. Toto promyti se opakuje zpravidla 3x za sebou, aby byl
odstranén veskery nezreagovany material.




Systém zachytna + detekcni Ab

oDetekéni (sekundarni) protilatka proti hledanému Ag je konjugovana s enzymem,

oProc je kazda protilatka od jiného ZivocisSného druhu?

Tato kombinace vyznamné snizuje riziko zkrizené reaktivity,
ktera by mohla zpusobit vznik nespecifickych imunokomplext

(zdroj fale3né pozitivity)!!! '

Lidska monoklonalni protilatka — s vysokou [

Detek¢ni protilatka

specifitou vaze pouze konkrétni antigen = S
humanni, monoklonalni

VysSetfovany
Ag v séru

Zachytna protildtka — s vysokou senzitivitou vaze Zachytna protilatka
vSechny varianty daného antigenu mysi, polyklonalni




Enzymaticka detekce — pridani substratu

Nejcastéji pouzivané enzymy detekcnich nebo-li sekundarnich protilatek:
o Kfenova peroxidaza
o Alkalicka fosfataza

Pro kfenovou peroxidazu jsou pouzivany tyto substraty:

* 3,37, 5, 5" -tetramethylbenzidin — po pridavku stop Cinidla (fedéna kyselina sirova) dojde ke zméné barvy z
modré na Zlutou = odecitani absorbance pri 450 nm

e 2, 2"-azinobis(3-ethylbenzthiazol-6sulfonat)

* o-fenylendiamin

e o-dianisidin

¢ o-toulidin

Pro alkalickou fosfatazu se pouziva substrat
* 4-nitrofenylfosfat

Luminscencéni Immunoassay

* Chemiluminscencni substraty — detekce zableskd luminiscence
* SuperSignal
- ECL




Sendvicova ELISA - usporadani

oPoufziti dvou protilatek specifickych narizné  oDetekce analytl s vysokou Mr (proteiny)

epitopy jednoho antigenu. L
oVysoka presnost

olJedna z protilatek je navazana na povrch
jamky desticky a vychytava antigen ze vzorku.
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YAnmody o Targat predain d? Emrymae-iabalad armibody Emryma reaction

oDruha protilatka znacena enzymem slouzi

k detekci tohoto antigenu. - N

oAntigen je tedy mezi protilatkami jako platek
masa mezi houskami v sendvici.

Abaorption
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http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html
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Sendvicova ELISA —vyssi senzitivita

oSystém biotin — avidin/streptavidin — na jeden imunokomplex se vaze vice molekul enzymu

oPo pridavku substratu vznika silnéjsi zbarveni (pro analyty s nizkou koncentraci)




Kompetitivni ELISA - usporadani

o Na rozdil od nekompetitivhi ELISY se
navic pridava enzymem znaceny Ag.

Bamploa Incluxiing low lavala o Pridany enzymem znacCeny antigen
of the target protn m b & & . v v 7 ,
i ﬂ‘ - ~IYYYY kompetuje — soutézi - s hledanym Ag v

Séru o vazebne misto zkoumaneho Ag.
o Cim vice je zkoumaného Ag v séru, tim

m = & &hm . y N ]
m.m,,,,,,,,,,m ﬁu 1 adFTTE mene se navaze enzymem znaceného
e e p— Ag a tim nizSi je pak merena absorbce.

Y Antody  m Targat pro

igan Emyma reaction

oDetekce analytt s malou Mr
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http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html




Komercni ELISA kity

Soucasti kitu jsou:

Diluent
Promyvaci roztok
Konjugat
Substrat

Stop Cinidlo

Negativni kontrola
Pozitivni kontrola

Sada jiz nafedeénych Desticka — odnimatelné stripy s jamkami —
kalibratoru |lze upravit pocet stripC v ELISE dle poétu
vysetfovanych sér
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Vysledky

1. Kvalitativni

o Hodnotime vizudlné pfitomnost / nepritomnost reakce - ano / ne
—vysledek je pak pozitivni ¢i negativni, pouziti cut-off kalibratoru, hodnoty s absorbanci nad tuto
hodnotu jsou hodnoceny jako pozitivni

2. Semi-kvantitativni
° IP (index pozitivity) = absorbance vzorku / absorbance cut-off kalibratoru

3. Kvantitativni
Kalibracni krivka — redéni kalibratoru o znamé koncentraci analytu

(¢]

(¢]

Vysledek (absorbance = OD, opticka denzita) se odecita z kalibrac¢ni krivky
° Prepocet absorbance na koncentraci (Lambert-Beer(v zakon)

(¢]

Vysledek ma ciselnou hodnotu s udanymi jednotkami (napt. U/ml, ug/ml)




Hodnoceni vysledku - kvantitativni

Negativni kontrola Pozitivni kontrola

Kalibracni rada
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Vysledky ELISY z readru

Metoda ACLA - protilatky proti kardiolipid(im pfi
vySetreni antifosfolipidového syndromu

Vytisk obsahuje:

hodnoty absorbance

musi byt uvedeno datum provedeni testu

musi byt uvedeno, kdo test hodnotil —jméno VS
musi byt uveden ndzev testu

musi byt uvedeno, kdo dany test zpracovaval =
jméno laborantky

Kalibracni krivka

Dale hodnoty absorbance pro jednotlivé vzorky a
prepocet na koncentraci dle kalibracni krivky,
uvedené jednotky (napf. IU/ml) (neni vyobrazeno)




Vyuziti ELISA v imunologii

oAntiinfekéni imunita
o Stanoveni protilatek proti nékterym infekénim agens

oAutoimunitni onemocnéni
o Stanoveni autoprotilatek




ELISA a antiinfekCni imunita

oStanoveni pritomnosti protilatek proti vybranym infekénim agens
o Protilatky proti tetanickému toxoidu
o Protilatky proti difterickému anatoxinu — Ockovani
o Protilatky proti kapsul. antigenu Haemophilus influenzae typ b

o Protilatky proti specifickému pneumokokovému kapsuldarnimu polysacharidu (anti-PCP) _

T

Mikrobiologie Imunologie

Cim se pacient nakazil? Jak reaguje imunitni systém pacienta?
Diagnostika probihajici / prodélané infekce Sledovani imunitni odpovédi na vakcinaci 2 zdjem
predevsim o snizené hladiny 2 podezieni na
imunodeficience!




ELISA a autoimunitni onemocneni

oPouziva se témeér vyhradné sendvicové usporadani

oHledame autoprotilatky — desticka potazena antigenem

HRP-Conjugated Ap,

Detection TMB\.-V ‘ll’

Antibody
Target
Antibody

%, e e e




ELISA a autoimunitni onemocneni

oStanoveni celé skaly autoprotilatek (organoveé nespecifické, organové specifické)
o ANA — proti jadernym antigenlim (anti-nuclear antibody; Systémovy lupus erythematodus -SLE)
o ENA — proti extrahovatelnym nukledrnim antigentm (SS-A, SS-B > Sjogren(v sy. a dalsi)
o AMA — proti mitochondriim (primarni biliarni cirhdza)
o ASMA, LKM, LC - autoimunitni hepatitidy
o ASMA - proti hladkym svalim (anti — smooth muscle antibodies)

o LKM - proti mikrosomim jater a ledvin (LKM — liver kidney microsomes autoantibodies)

o LC- proti antigenu jaterniho cytosolu typu 1

o ANCA — proti cytoplazmé neutrofill (autoimunitni vaskulitidy a glomerulonefritidy)
o CcANCA —antigen je myeloperoxidaza

o PANCA - antigen je proteinaza 3

Anti-TTG —proti tkafiové transglutaminaza (celiakie)

Anti-TG-tyreoglobulin, anti-TPO-tyreoidalni peroxidaza (autoimunitni onemocnéni stitné Zlazy)
RF — proti Fc molekule IgG (revmatoidni artritida)

EMA —proti endomysiu (celiakie)

© O O O O

ASCA (pozor — neni to autoprotilatka!) proti Sacharomyces cerevisiae (Crohnova choroba)




Dalsi metody vysetreni autoprotilatek — prehled
plati pro pracovisté UKIA FNUSA

Imunofluorescence — samostatna prednaska
Pristrojova ELISA — analyzator Alegria
Chemiluminiscence — analyzator Isys

Enzymové zesilena chemiluminiscence — analyzator Immulite - samostatna ptednaska

L& W

Imunoblot — samostatna prednaska




Carovy kdd — identifikace stripu

Analyzator Alegria

* Staci pouze odtrhnout
alobal z prvnich 4 jamek
a do prvni z nich
napipetovat pacientovo
sérum (10ul) 2>
analyzator provede
ELISU sam

Jamka 1 a 2: prazdné, urcené k redéni vzorku

Jamka 3 a 4: pokryté antigenem

Jamka 5: pozitivni kontrola (obsahuje hledanou autoprotilatku)
Jamka 6: kienovou peroxidazou oznacenad anti-lidska IgM/G/A
Jamka 7: redici pufr

Jamka 8: TMB substrat (tetra-methyl-benzidin)

* Nevyhoda — v porovnani
s rucni ELISOU drahé




Analyzator Isys

3. Pfi navratu elektront do
zakladni hladiny - svételna
emise = zaznam
luminometrem

oPrincip — chemiluminiscence

oPevna faze — magnetické kulicky
2. Vlivem oxidace dochazi k
excitaci akridinium esteru

] akridinium ester
/ Sekundarni protilatka proti

oMeéreni svételné emise kterd vznika
chemickou reakci

oExtrémni citlivost lidskému 1gG/A/M znagena

oSignal umérny koncentraci auto-Ab ve
vzorku

1. Pridavek:
Trigger 1: alkalicky pufr
Trigger 2: H,0,

akridinium esterem

Pacientova autoprotilatka

oV nasi laboratofi:
o Stanoveni ENA (screening + jednotlivé antigeny) Antigen
o TTG (tkanova transglutaminaza — celiakie) — tfidy IgA a IgG
o dsDNA —tfida IgG (systémovy lupus - SLE)
o ACLA — kardiolipin (antifosfolipidovy syndrom) — tfidy IgM a IgG

Magneticka kulic¢ka s
navdzanym antigenem
— separace magnetem
pfi promyvani




Protokoly

*Hlavicka
*Princip metody
*Pomucky
*Postup

*Vysledky — sestrojit kalibraéni krivku, odecist hodnoty pacient(
- popsat jakou autoprotilatku stanovujeme, pro jaké onemocnéni je typicka

*Zhodnotit, co vysledek ELISY pro pacienta znamena




